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摘　要：为阐明ｃｉｌｐ基因在斑马鱼椎骨和肌间骨发育中的作用，利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９建立斑马鱼ｃｉｌｐ基因敲除
纯合突变系（ｃｉｌｐ／），对其进行骨骼表型的观察，并进一步采用ｑＲＴＰＣＲ分析１４个骨骼发育相关基因在突变
体胚胎发育阶段和成鱼骨骼中的表达水平变化。结果显示：与野生型斑马鱼相比，９０ｄｐｈ（Ｄａｙｓｐｏｓｔｈａｔｃｈｉｎｇ）
ｃｉｌｐ／斑马鱼的肌间骨数量显著减少了１０．２７％，而肌间骨的长度无明显变化；同时突变体斑马鱼中椎骨发生
异常融合及髓棘缺失。ｑＲＴＰＣＲ结果显示：与野生型相比，ｃｏｌ１ａ１ａ、ｓｐ７、ｓｍａｄ４ａ和 ｓｍａｄ５基因在胚胎发育的
整个时期都存在显著的差异，在突变体成鱼尾部骨骼组织中ｂｍｐ２ａ、ｂｍｐ２ｂ、ｓｍａｄ５、ｓｐ７、ｒｕｎｘ２ａ、ｒｕｎｘ２ｂ和 ｂｇｌａｐ
基因的表达量均显著低于野生型，表明ｃｉｌｐ基因敲除导致了 ＢＭＰｓ和 ＳＭＡＤｓ家族基因的表达水平下降，并下
调了下游的成骨细胞发育相关基因的表达量，推测ｃｉｌｐ功能缺失可能通过抑制ＢＭＰｓ信号通路影响成骨细胞
分化和骨形成，从而导致了肌间骨数量的减少和脊椎骨异常融合。

关键词：ｃｉｌｐ；斑马鱼；骨骼发育；肌间骨；ＲＮＡ荧光原位杂交
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）与其他高等脊椎动物相
似，体内骨骼包括软骨与硬骨，骨骼发育有软骨

内骨化和膜内骨化两种形式［１］。其头部骨骼、脊

椎骨和肋骨都是由软骨内骨化形成的［２］；然而肌

间骨（Ｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓ，ＩＢｓ）则是在中轴骨骼、
支鳍骨和鳍条形成后，由膜内骨化过程从肌腱组

织直接骨化形成［３］。

肌间骨是鱼类遗传育种的重要性状，伴随生

物技术的快速发展，对肌间骨的研究逐渐由形态

学深入到分子水平。目前已有研究表明肌间骨

的骨化与游泳行为［４９］、生态环境［１０］及倍性［１１］相

关，其发育受到 ＴＧＦβ、Ｗｎｔ、Ｈｅｄｇｅｈｏｄ等信号通
路［１２］的共同影响，也与肌腱发育、骨骼发育关键

基因存在密切关联，如：庞天抒等［１３］发现ｍｓｘＣ基

因缺失斑马鱼尾部肌间骨平均缩短了１５％以上；
ＮＩＥ等［１４］和 ＫＡＧＵＥ等［１５］发现 ｓｃｘａ基因的缺失
能够使斑马鱼中肌间骨数量显著减少 ５０％ ～
７０％，同时造成斑马鱼的肋骨矿化缺陷、游泳行
为异常、肌肉体积较少等不良影响。

课题组前期对镜鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）转录组
数据分析［１６］发现软骨中间层蛋白（Ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｌａｙｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，ｃｉｌｐ）在肌间骨、肌隔组
织中显著高表达，推测其可能与肌间骨发育相

关。该基因在 １９９８年被 ＬＯＲＥＮＺＯ等［１７１９］和

ＮＡＫＡＭＵＲＡ等［２０］从人类关节软骨中分离并克

隆，蛋白序列保守，其酶活性在关节组织中最高。

随后多数的研究［２１２２］证明了 ＣＩＬＰ基因与骨关节
炎及腰椎间盘的退化相关。在体外与小鼠体内
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研究中也证实了 ＣＩＬＰ基因的表达受骨形态发生
蛋白（Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｉｎｉｓｍｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰｓ）、ＴＧＦβ
（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ）等的诱导［２３２４］。

目前针对ＣＩＬＰ基因的研究大多集中在人类医学
上，但该基因是否可影响鱼类肌间骨及主轴骨骼

的发育还未有报道。

本研究以斑马鱼为模型，采用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
技术构建ｃｉｌｐ基因敲除品系斑马鱼（ｃｉｌｐ／），通过
骨骼染色和骨发育相关基因的ｑＲＴＰＣＲ分析，探
究ｃｉｌｐ基因对斑马鱼肌间骨和脊椎骨发育的影
响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
本研究使用的 ＡＢ品系和 Ｔｇ（Ｏｌａ．ｓｐ７：

ｎｌｓＧＦＰ）品系斑马鱼均购买自国家斑马鱼资源中
心（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｆｉｓｈ．ｃｎ），饲养于中国水产科学
研究院黑龙江水产研究所斑马鱼养殖系统中，养

殖水温２７．０℃ ±１．０℃，ｐＨ７．５±０．５。每日
８：００～９：００和１６：００～１７：００饲喂丰年虫，自由
采食２ｈ／ｄ，光照时长１４ｈ，３个月即可达到性成熟。
１．２　ｃｉｌｐ基因ＲＮＡ荧光原位杂交

取９０ｄｐｈ（Ｄａｙｓｐｏｓｔｈａｔｃｈｉｎｇ）Ｔｇ（Ｏｌａ．ｓｐ７：
ｎｌｓＧＦＰ）斑马鱼的尾部组织，处理后使用 ｌｅｉｃａ
ＵＶ１９００冷冻切片机（Ｌｅｉｃａ，德国）沿肌肉横、纵断
面切片，切片厚度２０μｍ。

ＲＮＡ荧光原位杂交采用 ＫＩＳＨＩ等［２５２６］提出

的方法进行，探针序列从 ＢＥＬＩＶＥＡＵ等［２７］设计

的斑马鱼探针序列库中提取（ｈｔｔｐｓ：／／ｏｌｉｇｏｐａｉｎｔｓ．
ｈｍｓ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ／ｇｅｎｏｍｅｆｉｌｅｓ），交由生工生物工
程（上海）股份有限公司合成（表１）。使用 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ５３２荧光探针标记 ｃｉｌｐ基因，ＤＡＰＩ染料
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，ＣＡ，ＵＳＡ）标记细胞核。采用
ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＴｉ荧光倒置显微镜（Ｎｉｋｏｎ，上海）
采集图片，同时利用ＩｍａｇｅＪ对图像进行ｍｅｒｇｅ处
理。

表１　ｃｉｌｐ基因原位杂交探针合成引物序列
Ｔａｂ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｏｂｅｓｕｓｅｄｆｏｒｃｉｌｐｇｅｎｅＲＮＡｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

染色体

Ｃｈｒ

起始位置

Ｓｔａｒｔ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ

结束位置

Ｅｎｄ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ

探针位置

Ｔａｒｇｅｔ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ

长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
探针序列

Ｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｃｈｒ７ ３１１６１３３０ ３１１６１３７１ ３′ＵＴＲ ４２ ＡＡＣＡＴＧＡＣＡＣＡＣＴＣＡＴＡＡＧＡＧＣＡＧＴＣＣＣＣＧＴＡＧＧＧＡＡＴＧＧＧＴＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６１４５６ ３１１６１４９５ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４０ ＣＣＴＴＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣＧＡＧＧＴＧＣＴＧＴＴＧＡＧＣＴＴＣＣＴＣＴＣＴＧＴＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６１４９６ ３１１６１５３５ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４０ ＣＴＣＣＧＧＴＴＡＣＣＴＣＴＴＣＣＴＧＧＣＣＧＡＧＣＡＣＴＴＣＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６１６５１ ３１１６１６９５ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４５ ＡＴＣＴＧＡＧＧＴＡＣＣＡＴＣＡＡＡＧＣＡＡＣＧＧＣＣＡＡＧＴＧＣＡＡＴＴＴＣＴＴＴＧＧＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６１７２３ ３１１６１７６６ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４４ ＡＴＡＧＡＴＡＣＣＡＴＡＧＴＴＧＴＧＧＣＣＴＡＧＡＧＧＧＴＣＣＡＧＡＧＧＴＧＣＡＡＧＣＡＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６１７６７ ３１１６１８０８ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４２ ＴＧＧＴＧＡＡＣＴＣＡＴＴＴＧＴＧＴＣＡＴＴＧＴＴＧＡＣＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡＡＧＧＴＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６１８６５ ３１１６１９０６ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４２ ＴＧＡＧＧＣＡＴＴＡＣＣＴＴＣＡＣＡＡＧＧＧＴＧＣＧＡＴＣＣＡＣＴＣＴＧＴＣＴＴＧＡＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６１９５７ ３１１６１９９７ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４１ ＴＧＣＴＴＧＧＴＣＣＡＴＧＴＣＴＣＧＡＡＴＧＣＴＴＣＴＧＧＴＧＴＣＡＣＧＡＡＴＧＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６２５４０ ３１１６２５８２ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４３ ＣＣＡＴＴＴＧＧＧＣＣＡＧＴＡＡＴＧＡＣＡＣＴＧＴＣＡＡＡＴＣＴＡＣＣＣＣＡＡＧＣＣＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６２６２４ ３１１６２６６８ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４５ ＡＧＡＧＴＣＡＴＣＡＣＧＡＣＴＣＣＴＴＣＡＧＴＴＴＧＣＴＣＡＣＴＴＧＧＣＡＴＧＴＡＴＣＧＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６３０４６ ３１１６３０８８ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４３ ＣＧＣＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＡＣＡＴＣＣＣＴＧＧＧＧＴＣＴＡＧＡＡＡＡＧＴＴＡＣＧＣＴＧＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６３３４７ ３１１６３３８６ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４０ ＣＧＣＴＣＴＧＴＧＴＴＴＧＴＣＧＧＣＡＣＣＴＧＧＡＴＴＧＡＧＡＡＴＧＴＧＣＣＴＴＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６３４５０ ３１１６３４８９ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４０ ＣＡＧＴＡＴＣＴＧＣＴＧＣＧＡＣＧＧＣＡＣＧＴＣＣＡＣＧＡＡＣＧＡＴＡＧＣＴＴＴＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６３４９０ ３１１６３５２９ ｅｘｏｎ９，ＣＤＳ ４０ ＴＧＴＧＴＣＣＡＣＡＣＡＴＧＴＴＴＴＧＣＡＡＣＣＡＣＡＣＴＧＣＧＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６４５０２ ３１１６４５４５ ｅｘｏｎ６，ＣＤＳ ４４ ＧＧＧＧＣＡＣＡＧＴＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＧＡＧＣＡＴＧＡＴＴＡＣＴＣＡＧＣＴＴＧＡＣＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６４５４６ ３１１６４５８７ ｅｘｏｎ６，ＣＤＳ ４２ ＡＴＣＡＧＡＧＴＡＧＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＧＧＧＣＡＧＡＴＴＣＣＡＧＧＧＡＣＴＴＧＧＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６４６７０ ３１１６４７１１ ｅｘｏｎ６，ＣＤＳ ４２ ＣＣＣＣＡＧＣＡＣＴＡＣＧＡＡＣＴＧＡＧＣＣＴＡＡＡＡＣＧＧＴＡＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６４７１２ ３１１６４７５４ ｅｘｏｎ６，ＣＤＳ ４３ ＡＣＡＴＧＣＡＧＣＣＡＴＣＡＣＡＴＴＣＡＣＴＧＴＴＴＡＣＡＧＴＣＣＣＣＡＣＡＡＴＧＣＡＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６５２４５ ３１１６５２８４ ｅｘｏｎ５，ＣＤＳ ４０ ＣＧＴＧＧＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＣＣＡＴＧＧＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＣＣＴＣＡＡＣＡＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６５３５９ ３１１６５４００ ｅｘｏｎ５，ＣＤＳ ４２ ＧＣＡＧＧＡＣＡＣＡＧＡＣＴＣＣＡＡＴＣＴＧＡＣＣＡＣＴＧＡＣＣＣＣＡＴＡＴＴＣＣＴＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６６３１６ ３１１６６３５５ ｅｘｏｎ４，ＣＤＳ ４０ ＣＡＣＣＧＣＴＧＧＧＴＣＡＧＣＡＴＧＡＡＣＴＣＴＴＴＣＣＣＣＡＧＴＧＣＴＧＣＧＡＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６６３６０ ３１１６６３９９ ｅｘｏｎ４，ＣＤＳ ４０ ＧＧＡＴＣＣＡＧＴＣＧＧＴＧＧＴＣＣＧＴＧＣＣＴＣＣＡＧＡＧＣＴＣＧＡＧＧＡＡＣＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ
ｃｈｒ７ ３１１６９０６６ ３１１６９１０５ ｅｘｏｎ２，ＣＤＳ ４０ ＴＣＣＴＧＧＣＴＣＣＣＴＧＴＧＡＡＴＧＡＣＣＴＣＣＡＡＣＣＴＣＣＧＧＴＡＡＡＧＡＴＴＴＡＡＴＡＣＴＣＴＣ

１．３　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除斑马鱼ｃｉｌｐ基因
在 ｃｈｏｐｃｈｏｐ网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｈｏｐｃｈｏｐ．ｃｂｕ．

ｕｉｂ．ｎｏ／）在线设计斑马鱼 ｃｉｌｐ基因敲除的靶点
（表２）。参照曹顶臣等［２８］和唐国盘等［２９］提供的

方法进行ｓｇＲＮＡ的体外合成、显微注射及检测突
变，使用 ｃｉｌｐＦ和 ｃｉｌｐＲ（表 ２）扩增包含靶点的
ＤＮＡ序列，采用Ｓａｎｇｅｒ测序确定突变等位基因。
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表２　ｓｇＲＮＡ靶序列及基因分型引物序列
Ｔａｂ．２　ｓｇＲＮＡｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列（５′→３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

用途

Ｕｓａｇｅ

ｃｉｌｐＴａｒｇｅｔ
ＴＴＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＣＴＣＡＧＴＴＣＧＴＡＧＴＧＣＴＧＧＧＧＧ

ＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡ
基因敲除

ｐＴ７ｇＲＮＡＳｃａｆｆｏｌｄ ＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＴＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴ
ＣＣＧＴＴＡＴＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡＡＡＧＴＧＧＣＡＣＣＧＡＧＴＣＧＧＴＧＣ 基因敲除

ｃｉｌｐＦ ＴＧＧＧＧＡＣＴＧＴＡＡＡＣＡＧＴＧＡＡＴＧ 基因分型

ｃｉｌｐＲ ＧＡＣＴＴＧＧＡＡＧＴＧＴＣＣＡＴＴＧＴＧＡ 基因分型

注：下划线所示碱基为ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶位点序列。
Ｎｏｔｅｓ：ＴｈｅｂａｓｅｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｕｎｄｅｒｌｉｎｅａｒｅｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｆｏｒＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９．

１．４　骨骼染色
斑马鱼骨骼染色参照杨建等［３０］的阿尔新蓝

茜素红染色方法进行。随机选取９０ｄｐｈｃｉｌｐ／突
变体和野生型斑马鱼各１０尾，４％ＰＦＡ固定２４ｈ
后，进行骨骼染色。使用ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５３生物显
微镜观察骨骼形态，使用 ＣｅｌｌｓｅｎｓＤｉｍｅｎｓｉｏｎ软件
内计测工具包统计 ｃｉｌｐ／突变体与野生型肌间骨
数量，同时测量肌间骨最长分支的长度。

１．５　基因表达分析
胚胎期基因表达分析：根据胚胎发育分

期［３１］，采集 ｃｉｌｐ／突变体和野生型斑马鱼 ６ｈｐｆ
（Ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｅｌｉｚａｔｉｏｎ，原肠胚期）、１２ｈｐｆ（体节
期）、２４ｈｐｆ（咽囊期）、４８ｈｐｆ（孵化期）、７２ｈｐｆ（早
幼期）等５个发育时期的胚胎样本。每个时期取
３组平行样本，每个样本随机采集１０粒受精卵，
提取总ＲＮＡ。胚后期基因表达分析：选取９０ｄｐｈ
ｃｉｌｐ／突变体和野生型斑马鱼成鱼各６尾，采集尾
部骨骼和肌肉组织样本用于总 ＲＮＡ提取。用
Ｔｒｉｚｏｌ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，ＣＡ，ＵＳＡ）提取总 ＲＮＡ，使

用ＮａｎｏＤｒｏｐ８０００（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，ＣＡ，ＵＳＡ）测定
总ＲＮＡ浓度与质量，选取 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为 １．９～
２．２、质量浓度在 ２００ｎｇ／μＬ以上的样本进行
ｑＲＴＰＣＲ分析，采用ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ第一链ｃＤＮＡ合
成试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，ＣＡ，ＵＳＡ）反转录
ｃＤＮＡ。

以ａｃｔｂ１为内参，采用ｑＲＴＰＣＲ检测１４个基
因 （ｂｍｐ２ａ、ｂｍｐ２ｂ、ｂｍｐ６、ｒｕｎｘ２ａ、ｒｕｎｘ２ｂ、ｓｐ７、
ｃｏｌ１ａ１ａ、ｂｇｌａｐ、ｓｏｓｔ、ｓｍａｄ１、ｓｍａｄ５、ｓｍａｄ４ａ、ｓｏｘ５、
ｓｏｘ６）的表达水平，用Ｐｒｉｍｅｒ３Ｐｌｕｓ在线设计扩增
引物（表 ３）。ｑＲＴＰＣＲ在 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ６Ｆｌｅｘ
ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪中进行（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，ＣＡ，
ＵＳＡ），ＰＣＲ体系设置为 １０μＬ，包括 ５μＬ２×
ＬｕｎａＵｎｉｖｅｒｓａｌｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＮＥＢ，ＭＡ，
ＵＳＡ），０．５μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ的正、反向引物，１μＬ
５０ｎｇ／μＬｃＤＮＡ，３μＬｎｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅ水。扩增程
序：９５℃预变性６０ｓ，９５℃变性１５ｓ，６０℃延伸
３０ｓ，循环４０次。

表３　骨骼发育相关基因ｑＲＴＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．３　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｋｅｌｅｔａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅ
ＮＣＢＩ登录号

ＮＣＢＩａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ
上游引物（５′→３′）
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

下游引物（５′→３′）
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

ｂｍｐ２ａ ＮＭ＿１３１３５９．１ ＧＣＣＡＧＣＡＧＡＧＣＣＡＡＣＡＣＴＡＴ ＧＣＡＣＴＴＧＣＧＴＴＧＴＴＴＡＧＣＧＡ
ｂｍｐ２ｂ ＮＭ＿１３１３６０．２ ＣＡＧＡＣＴＴＣＴＧＧＡＣＡＣＣＣＧＴＣ ＧＡＡＧＧＧＡＡＣＧＡＣＴＧＡＣＣＣＴＣ
ｂｍｐ６ ＮＭ＿００１０１３３３９．１ ＴＴＣＣＣＧＧＴＣＴＡＣＡＧＧＣＡＡＡＣ ＴＡＡＴＣＣＡＧＴＣＣＴＧＣＣＡＧＣＴＣ
ｓｍａｄ１ ＮＭ＿１３１３５６．２ ＣＴＴＣＣＧＴＡＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＣＣ ＧＡＴＣＴＧＡＧＣＴＧＧＡＴＧＧＣＧＡＡ
ｓｍａｄ４ａ ＮＭ＿００１１２２７００．１ ＣＣＴＣＡＴＣＡＴＣＡＧＡＡＣＧＧＧＣＡ ＡＧＧＧＣＡＣＴＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＧ
ｓｍａｄ５ ＮＭ＿００１３４６３０９．１ ＡＧＧＣＣＣＴＴＡＧＴＡＧＴＣＣＴＧＧＧ ＧＡＧＣＣＧＡＡＴＧＧＡＴＡＣＴＣＧＣＡ
ｒｕｎｘ２ａ ＮＭ＿２１２８５８．２ ＧＣＴＴＣＡＴＧＣＣＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴ ＧＧＡＴＧＡＧＧＡＣＧＧＡＧＧＧＴＴＴＧ
ｒｕｎｘ２ｂ ＮＭ＿２１２８６２．２ ＡＣＡＴＡＣＧＧＴＧＣＴＣＴＴＴＧＧＣＴ ＡＣＧＴＣＧＴＴＣＡＴＣＴＴＣＡＣＣＧＡ
ｃｏｌ１ａ１ａ ＮＭ＿１９９２１４．１ ＡＣＴＴＧＣＧＴＣＡＡＣＣＣＡＡＣＴＧＡ ＧＡＡＣＴＧＧＡＡＧＣＣＡＴＣＧＧＴＣＡ
ｓｐ７ ＮＭ＿２１２８６３．２ ＣＧＧＧＡＧＧＴＣＴＴＣＴＴＧＣＧＡＴＴ ＴＴＴＡＣＣＧＴＡＣＡＣＣＴＴＣＣＣＧＣ
ｂｇｌａｐ ＮＭ＿００１０８３８５７．３ ＧＡＧＴＣＡＡＡＣＴＣＴＧＣＣＡＧＴＧＣ ＴＣＡＣＡＣＡＣＣＴＣＴＣＧＣＡＡＡＣＴ
ｓｏｓｔ ＸＭ＿０２１４８０３４２．１ ＣＣＴＣＡＧＡＡＣＴＣＡＧＣＴＧＴＣＧＧ ＴＧＣＡＡＣＧＧＴＡＡＴＣＧＧＡＧＧＡＧ
ｓｏｘ５ ＮＭ＿００１０３３５８５．１ ＡＧＡＧＧＴＴＧＡＣＧＧＡＣＡＴＧＣＴＧ ＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＴＡＣＴＧＧＧ
ｓｏｘ６ ＮＭ＿００１１２３００９．１ ＣＣＴＧＧＣＴＣＡＡＧＴＣＡＡＧＧＡＧＧ ＴＣＣＧＡＴＧＧＧＡＣＴＧＧＧＴＡＴＧＴ
ａｃｔｂ１ ＮＭ＿１３１０３１．２ ＧＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣＣＣＣＴ ＧＧＣＣＡＴＴＴＡＡＧＧＴＧＧＣＡＡＣＡＧ

注：退火温度均为６０℃。
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｅａｃｈｐａｉｒｏｆｐｒｉｍｅｒｓｗａｓ６０℃．
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１．６　数据分析
采用２ΔΔＣｔ法［３２］评估１４个骨骼发育相关基

因的表达水平，使用 ＳＰＳＳ软件进行 ｔ检验
（Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔｔｅｓｔ）分析其在ｃｉｌｐ／突变体与野生型
斑马鱼胚胎发育各阶段和成鱼骨骼组织中的表

达水平差异及肌间骨数量和长度的显著性差异。

采用Ｒ语言ｇｇｐｌｏｔ２软件包绘制肌间骨数量和长
度以及基因表达量分布图。

２　结果

２．１　ｃｉｌｐ在野生型斑马鱼中的表达模式
ＲＮＡ荧光原位杂交（图版）横切结果显示，

ｃｉｌｐ基因在鳞片、皮肤、脊椎骨、髓棘、脉棘、肌间

骨和肌隔组织中表达，且在脊椎骨和肌间骨组织

表达量最高，并与成骨细胞标志性基因 ｓｐ７的表
达重合（图版ｍｅｒｇｅ）。纵切结果显示，肌间骨、肌
隔、鳞片和皮肤组织均有较强的荧光信号，且在

肌间骨组织中与 ｓｐ７表达重合（图版ｍｅｒｇｅ）。
ｃｉｌｐ与成骨细胞标志基因 ｓｐ７在肌间骨和椎骨组
织中共表达，说明 ｃｉｌｐ可能与肌间骨和椎骨的发
育有关。

２．２　ｃｉｌｐ／斑马鱼突变系构建
设计的 ｃｉｌｐ基因靶点位于第 ６个外显子

（Ｅｘｏｎ６）上［图１（ａ）］，将由突变的 Ｆ０亲本与野
生型斑马鱼回交获得Ｆ１。对Ｆ１进行检测，得到２
个突变等位基因。经Ｓａｎｇｅｒ测序获得突变组碱基

２、６、１０、１４中的ａ．髓棘；ｂ．鳞片；ｃ．皮肤；ｄ．脊椎骨；ｅ．脉棘；ｆ．肌隔；ｇ．肌间骨；１～４和９～１２中的虚线圆圈：肌间骨放大部位。

２、６、１０、１４．ａ．Ｎｅｕｒａｌｓｐｉｎｅｓ；ｂ．ｓｃａｌｅｓ；ｃ．ｓｋｉｎ；ｄ．ｖｅｒｔｅｂｒａ；ｅ．ｈａｅｍａｌｓｐｉｎｅｓ；ｆ．ｍｙｏｓｐｅｔｕｍ；ｇ．ｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓ；１－４ａｎｄ９－

１２．Ｔｈｅｄａｓｈｅｄｃｉｒｃｌｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈ２０×ａｎｄ１０×．

图版　斑马鱼尾部组织ｃｉｌｐＲＮＡ荧光原位杂交
Ｐｌａｔｅ　ＲＮＡＦＩＳＨｏｆｃｉｌｐｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｔａｉｌｍｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌｅｔａｌｔｉｓｓｕｅ
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序列，经比对得知其中１个等位基因（突变组１）
缺失５ｂｐ造成移码突变［图１（ｂ）］，蛋白质序列
比对结果显示，从 ２２３号氨基酸处发生变异至
２４６号氨基酸处出现终止密码子［图１（ｃ）］；而另

１个等位基因（突变组２）缺失３ｂｐ未产生移码突
变（数据未显示）。将筛选出的突变组１Ｆ１自交，
获得缺失５ｂｐ的ｃｉｌｐ／突变系。

（ａ）ｃｉｌｐ基因结构示意图，红线位置为ｓｇＲＮＡ靶位点；（ｂ）ｃｉｌｐ／突变体碱基序列比对，红色方框处为ｓｇＲＮＡ靶位点；（ｃ）ｃｉｌｐ／突变

体氨基酸序列比对，红色方框处为终止密码子；ｗｔ．野生型；ｍｕｔ．ｃｉｌｐ／。

（ａ）Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｃｉｌｐｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｔｈｅｒｅｄｖｅｒｔｉｃａｌｌｉｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｆｏｒＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；（ｂ）Ｍｕｔａｔｅｄ

ａｌｌｅｌｅｏｆｃｉｌｐ，ｔｈｅｒｅｄｂｏｘｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｇＲＮＡｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ；（ｃ）Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ，ｔｈｅｒｅｄｂｏｘｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎｉｎｍｕｔａｎｔｓ；

ｗｔ．ｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ；ｍｕｔ．ｃｉｌｐ／ｍｕｔａｎｔｓ．

图１　Ｃｉｌｐ基因结构与位点突变示意图
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｃｉｌｐｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ

２．３　ｃｉｌｐ／骨骼表型变化
骨骼染色结果显示 ｃｉｌｐ／突变体中尾鳍椎骨

发育异常，且第４尾椎骨髓棘缺失［图２（ａ２）］。
肌间骨数量及长度统计发现野生型斑马鱼肌间

骨数量为８５～９９枚，平均为（９１．５０±４．９５）枚；
ｃｉｌｐ／突变体斑马鱼肌间骨数量为７２～９０枚，平
均为（８２．１０±５．７０）枚，对比得知 ｃｉｌｐ／突变体中
肌间骨数量减少了１０．２７％［图２（ｂ）］，显著少于
野生型（Ｐ＜０．０１），但ｃｉｌｐ／突变体中肌间骨长度
与野生型相比无显著性差异［图２（ｃ）］。进一步
统计了髓弓小骨及脉弓小骨的数目［图２（ａ）］，
分析得知：ｃｉｌｐ／突变体中髓弓小骨数目平均为
（４６．３±４．６）枚，野生型平均为（５５．９±３．１）枚，
显著减少１７．１７％；ｃｉｌｐ／突变体中脉弓小骨数目
平均为（３６．４±２．７）枚，野生型平均为（３５．５±
２．０）枚，两者无显著差异。结果显示，ｃｉｌｐ／突变
体斑马鱼尾椎骨异常融合，且肌间骨的数量显著

减少。

２．４　胚胎发育时期骨骼发育相关基因的表达
１４个骨骼发育相关基因在５个胚胎发育时

期的ｑＲＴＰＣＲ结果（图 ３）分析表明，原肠期（６
ｈｐｆ），ｓｍａｄ１、ｒｕｎｘ２ｂ和ｓｏｘ５基因在ｃｉｌｐ／突变体中
的表达量显著高于野生型（Ｐ＜０．０５），ｓｍａｄ４ａ、
ｓｍａｄ５、ｃｏｌ１ａ１ａ、ｓｐ７和ｂｇｌａｐ基因在突变体中的表
达量都显著低于野生型（Ｐ＜０．０１）；体节期（１２
ｈｐｆ），ｂｍｐ２ａ、ｂｍｐ６、ｓｍａｄ４ａ、ｓｍａｄ５、ｒｕｎｘ２ｂ、
ｃｏｌ１ａ１ａ、ｓｐ７、ｂｇｌａｐ、ｓｏｓｔ、ｓｏｘ５和 ｓｏｘ６基因在突变
体中的表达水平均显著高于野生型（Ｐ＜０．０１）；
咽囊期（２４ｈｐｆ），突变体中ｂｍｐ６、ｒｕｎｘ２ａ和ｓｐ７基
因的表达量显著高于野生型（Ｐ＜０．０５），而
ｓｍａｄ４ａ、ｓｍａｄ５、ｃｏｌ１ａ１ａ、ｂｇｌａｐ、ｓｏｓｔ、ｓｏｘ５和ｓｏｘ６的
表达量显著低于野生型（Ｐ＜０．０５）；孵化期（４８
ｈｐｆ），ｂｍｐ２ａ、ｓｍａｄ１、ｓｍａｄ４ａ、ｓｍａｄ５、ｃｏｌ１ａ１ａ、ｓｐ７、
ｓｏｓｔ、ｓｏｘ５和ｓｏｘ６在突变体中的表达水平显著高
于野生型（Ｐ＜０．０１），ｒｕｎｘ２ｂ和ｂｇｌａｐ基因在突变
体中的表达水平显著低于野生型（Ｐ＜０．０５）。早
幼期（７２ｈｐｆ），突变体中 ｃｏｌ１ａ１ａ和 ｓｐ７基因的表
达量显著高于野生型（Ｐ＜０．０１），而 ｂｍｐ２ａ、
ｓｍａｄ１、ｓｍａｄ４ａ、ｓｍａｄ５、ｒｕｎｘ２ｂ、ｓｏｓｔ、ｓｏｘ５和ｓｏｘ６的
表达量则显著低于野生型（Ｐ＜０．０５）。根据以上
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结果得知，ｂｍｐ２ｂ在野生型和突变体的５个胚胎
发育时期的表达量均无显著性差异，而 ｓｍａｄ４ａ、
ｓｍａｄ５、ｓｐ７、ｃｏｌ１ａ１ａ和 ｓｏｘ５在野生型和突变体的

５个胚胎发育时期的表达量均体现出显著性差
异。

（ａ）斑马鱼硬骨染色，１和３为野生型，２和４为突变体，ｅｎ．髓弓小骨，ｅｐ．脉弓小骨，ｂ中方框是髓棘缺失部位，ｄ中方框内为肌间刺
缺失部位；（ｂ）肌间骨数量比较；（ｃ）肌间骨长度比较；ｗｔ．野生型；ｍｕｔ．ｃｉｌｐ／。
（ａ）Ｂｏｎｅｓｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ，１ａｎｄ３ａｒｅｗｉｌｄｔｙｐｅ，２ａｎｄ４ａｒｅｍｕｔａｎｔｓ，ｅｎ．ｏｓｓｉｆｉｅｄｅｐｉｎｅｕｒａｌｓ，ｅｐ．ｏｓｓｉｆｉｅｄｅｐｉｐｌｅｕｒａｌｓ，ｔｈｅｂｏｘｉｎｂ
ｓｈｏｗｓｔｈｅａｂｎｏｒｍａｌｆｕｓｉｏｎｏｆｔｈｅｃａｕｄａｌｖｅｒｔｅｂｒａｅａｎｄｔｈｅｌｏｓｓｏｆｔｈｅｎｅｕｒａｌｓｐｉｎｅｓ，ｔｈｅｂｏｘｉｎｄｓｈｏｗｓｗｈｅｒｅｔｈｅｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆ
ｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓ；（ｂ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｎｔｈｅｃｏｕｎｔｏｆｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓｉｎｃｉｌｐ／ｍｕｔａｎｔｓａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ；（ｃ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｎｔｈｅ
ｌｅｎｇｔｈｏｆｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓｉｎｃｉｌｐ／ｍｕｔａｎｔｓａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ；ｗｔ．ｗｉｌｄｔｙｐｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ；ｍｕｔ．ｃｉｌｐ／ｍｕｔａｎｔｓ．

图２　斑马鱼 ｃｉｌｐ／突变体骨骼表型
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｂｏｎｅｓａｎｄｓｋｅｌｅｔｏｎｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｃｉｌｐ／ｍｕｔａｎｔｓ
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以ａｃｔｂ１为内参，ｂｍｐ２ａ、ｂｍｐ２ｂ、ｂｍｐ６、ｓｍａｄ１、ｒｕｎｘ２ｂ、ｃｏｌ１ａ１ａ、ｓｐ７、ｓｏｘ５和ｓｏｘ６基因表达量以ｌｇ（２ΔΔＣｔ）的均值±标准差（ｎ＝３）表示，
其余基因的表达量采用 ２ΔΔＣｔ的均值 ±标准差（ｎ＝３）表示。．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１；．Ｐ＜
０．０００１；ｎｓ．表示无显著性差异。
Ｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｂｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅａｃｔｂ１，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｍｐ２ａ，ｂｍｐ２ｂ，ｂｍｐ６，ｓｍａｄ１，
ｒｕｎｘ２ｂ，ｃｏｌ１ａ１ａ，ｓｐ７，ｓｏｘ５ａｎｄｓｏｘ６ｗａｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｍｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３）ｏｆｌｇ（２ΔΔＣｔ），ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｔｈｅｒｇｅｎｅｓｗａｓ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｍｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３）ｏｆ２ΔΔＣｔ．，Ｐ＜０．０５；，Ｐ＜０．０１；，Ｐ＜０．００１；，Ｐ＜０．０００１；ｎｓ＝ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

图３　胚胎发育时期１４个骨发育相关基因的表达水平
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆ１４ｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｂｏｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｔ５ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ
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２．５　成鱼骨骼组织中骨骼发育相关基因的表达
１４个骨骼发育相关基因在成鱼骨骼组织中

的表达量分析表明，ｂｍｐ２ａ、ｂｍｐ２ｂ、ｓｍａｄ５、ｓｐ７、
ｒｕｎｘ２ａ、ｒｕｎｘ２ｂ和 ｂｇｌａｐ基因在 ｃｉｌｐ／突变体骨骼
组织中的表达量均显著低于野生型（Ｐ＜０．０５），
见图４。其余基因在突变体中的表达水平与野生
型无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

研究表明，ｃｉｌｐ基因在小鼠的关节软骨中间
区域表达量最高，在骨骼肌及心脏中也有表

达［３３］，在许多骨骼退行性疾病及心脏纤维化疾病

中发挥重要的作用［３４３７］。本研究发现ｃｉｌｐ基因在
斑马鱼肌间骨、肌隔、脊椎骨及皮肤中表达，并在

肌间骨和椎骨组织中与成骨标志性基因ｓｐ７共表
达，因此推测ｃｉｌｐ基因与斑马鱼的椎骨和肌间骨
的发育可能存在一定的相关性。经骨骼染色发

现ｃｉｌｐ／斑马鱼尾椎骨之间发生融合及髓棘缺失，
且肌间骨总数显著减少，说明 ｃｉｌｐ基因与脊椎骨
和肌间骨的发育有关。

骨骼的发育受到骨形态发生蛋白和 ＴＧＦβ
信号通路的调控，主要包括 ＢＭＰｓ家族和 ＳＭＡＤｓ
家族相关的基因。ＢＭＰｓ家族能够诱导成骨、成
软骨及成脂细胞的发育［３８３９］。ＳＭＡＤｓ蛋白家族
（Ｍｏｔｈｅｒｓａｇａｉｎｓｔｄｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＭＡＤｓ）
是 ＴＧＦβ超家族的重要细胞因子，研究表明，
ＢＭＰｓ信号通路的调控主要是依赖 ＳＭＡＤｓ蛋白
家族来引发细胞的应答［４０４１］，并调控下游基因

ｒｕｎｘ２ａ［４２４３］的表达。ｒｕｎｘ２ａ作为一种成骨特异性
转录因子，其表达是间充质细胞向成骨细胞分化

的重要标志，它还能够调控成骨细胞标志基因

ｓｐ７、ｃｏｌ１ａ１ａ、ｂｇｌａｐ［４４４５］等基因的表达。本研究中
选择的１４个骨发育相关基因可以分为６类：ＢＭＰ
信号通路的信号分子（ｂｍｐ２ａ、ｂｍｐ２ｂ和ｂｍｐ６）、信
号转导成员（ｓｍａｄ１、ｓｍａｄ４ａ、ｓｍａｄ５）、成骨细胞分

化和发育的关键转录因子（ｒｕｎｘ２ａ、ｒｕｎｘ２ｂ、ｓｐ７）、
细胞外基质蛋白基因（ｃｏｌ１ａ１ａ、ｂｇｌａｐ）、骨细胞标
志基因ｓｏｓｔ和软骨细胞发育分化调控基因（ｓｏｘ５
和ｓｏｘ６）。本研究中５个胚胎发育时期的基因表
达分析表明，除ｂｍｐ２ｂ外这６类基因在ｃｉｌｐ／突变
体胚胎中的表达量均发生了不同程度的显著性

变化，虽然它们的变化趋势并不一致，但可以肯

定的是ｃｉｌｐ的敲除导致了 ＢＭＰ信号通路相关基
因表达的紊乱，从而影响了成骨细胞和软骨细胞

发育相关调控基因的表达。本研究中９０ｄｐｈ成
鱼骨骼组织的基因表达分析进一步表明，ｂｍｐ２ａ、
ｂｍｐ２ｂ、ｓｍａｄ５、ｒｕｎｘ２ａ、ｒｕｎｘ２ｂ、ｓｐ７和 ｂｇｌａｐ的表达
量在ｃｉｌｐ／突变体中均显著下调，说明ｃｉｌｐ基因敲
除可能通过抑制ＢＭＰ信号通路，下调成骨细胞发
育关键转录因子的表达，从而影响了成骨细胞的

发育。但ｓｏｘ５和 ｓｏｘ６的表达量并未发生显著性
变化，说明ｃｉｌｐ基因突变可能未影响软骨细胞的
发育和分化，仅作用于成骨细胞。结合ｃｉｌｐ／突变
体的椎骨异常融合和肌间骨数量显著减少的骨

骼表型变化，推测 ｃｉｌｐ基因功能缺失可能通过
ＢＭＰ信号通路影响成骨细胞的发育，从而使椎骨
异常融合和肌间骨数量减少。

综上，本研究在斑马鱼中进行了 ｃｉｌｐ基因的
空间表达定位分析，明确了其在肌间骨和椎骨组

织中与成骨细胞标志性基因 ｓｐ７共表达；在斑马
鱼上构建了 ｃｉｌｐ基因敲除纯合系，发现敲除 ｃｉｌｐ
基因使斑马鱼肌间骨的数量显著减少，并造成了

椎骨的异常缺失与融合。骨发育相关基因的表

达分析表明，ｃｉｌｐ基因的敲除使 ＢＭＰ信号通路和
成骨细胞发育相关基因表达紊乱，推测 ｃｉｌｐ基因
可能通过ＢＭＰ信号通路影响脊椎骨和肌间刺的
发育。本研究初步探索了 ｃｉｌｐ基因的功能，为进
一步研究鱼类骨骼和肌间骨发育的分子调控机

制提供了科学依据。
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以ａｃｔｂ１为内参，采用２ΔΔＣｔ的均值±标准差（ｎ＝６）表示突变体与野生型斑马鱼１４个骨骼发育相关基因表达水平；ｗｔ．野生型；
ｍｕｔ．ｃｉｌｐ／。
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